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Description 

PROCEDE ET INSTALLATION DE SEQUENCAGE DE LADN. 

L'invention - ^aS"^^^^. 

complexes telles qu 1A™ ^ de ^ n&tique , de ,a biologie, de la pharmacologie, 

s'applique dans les d °7'"" r ^ e 9 f e on damentale qu'industrielle. nucleotides ou des acides 

, experimentation, de la recharc e des s , q s ou d e rord e de e \ n ^ f mol eoulaire ct de 

arn^Su^^^e^saprisune r^^S^S^ ARN, P-* ™«*: 

Sec^olo^np^ 

5 base, un sucre at un phosphate , ses posS edant une ^™™%£g£*x»e 

Pour ,es acides ""Ctoq*.. I» b«8^, t ^ ^ ^ ^ ^ , e r|bose pour , ARN 
type purique ou pynmidique , elles som au 

nur I'ADN , ipinues utilises sont triphosphates car c est ce type 

P Ge nera,ement. les "ucl-otldes * 9 J« ^ des ^ Q q nnement de s enzymes dans de nombreuses react 

L ARN et I'ADN presentent tro* bases £°™ u ^ ldlqu , est , a tnymin e (T) pour I ADN et I uracle (U) po 
cytosine (C) qui est une pynmidme. L autre ^ ^ fe 

I' ARN. t ^ . nucleo tides concernes sont le desoxy adenosinetnp w re 

25 Pour I ADN. les quatre types de ^^'^j. soxy cytosin e triphosphate ou dCTP et 

30 ?° termediaire des ARN ^^^^^^^s'tasTs'Tonstituant un brin d'ADN ou d'ARN. 

sequence s pour but d ebts n,r lord™ des b esse,,,,™,^., - M ^ s (£) „ 

Les Rhodes de ^^^^ de sequencage pour *°: mer ™? (e) la detection 
du genome, (b) les ^""^^des, (d) la separation des chames marquees et w 



nsemble des secteurs de I'ADN est constitue , par un grand §tre 
laTevure et 3 x 10 9 pour I'homme). Le ^"^^^ d environ 1000 a 30000 bi 
peut ,tre eftectuee pa 
multiplies par clonage. Par exer. i p , ^ cert aines sequences ou par 

, s de restriction qui coupent ,,"r^ e ^ A _ roacn es to DNA Sequencing de J.C. Mo> 
s comme expose dans I article 
istry 163, 1-8 (1987). 
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^Dwxr^s^ 

developee par ^Maxam e, ™ DNA") fait appel 

dfsTaines e^aut* Suite par Sanger (Sanger R - - p™ 

un:^r^=^rfaS^soxy ons de s w 

Dans la methode de Sanger, chacune aes ; qu ceur (o 



minal e' 



lu desoxyribose. 



ta ddXTP.Ce ddXTP et 



jn nucleotide ai 



i'dure "de degradation chimique 
"Sd USA 74, pp 5453-5467 de 
une methode erzymatique et 

imoi oii ( grand nombre 

.^no'logie anglo-saxonne primer) 
; "de I'ADN a sequencer les quatre 
np lementairederADN a sequencer,^ 



r complementarite puis I 



jroupemc 
e syntheti 



<y nucleotides 



it OH dt 
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.■ ho la chaine. L'incorporation do 

• lusq u. ce cu'ene Incorpore le ddXTP ce ^ - 

complements jusq a ce I n , importe q uand « c0 " rs , a 6sence d ' U ne famine d ADN rep 

«*>» ^^dftti. <^ ne baSe eu ; iSS i ^iron 400 nucleotide*^ rfe 

chimiques. la prenme Qn obt(en , ains , des °" de tacon a produire aes 

ra tirant I. ^^'"^conditions de reacts sent 6otides . 
une base connue. lbs WB iquement de 1 a tuu 

longueurs possibles comportant typ q 



, e . hles comportant typiq"«'"= 

-Thames obtenues en W uWises so nt le ™P ou 

radi oaotifs Ues rnarqueurs ,, amorceur , les d XTP 

^Te^re de .a metbode de Sanger. , PC* 

^-^^ ^ 

^^^^^^^ ^ . 

, ens.bU.au rayonc^entb^ traC 6 

^ctropho^u^^B^ qu . appa^ssen^sur h ^0 ^ termina ,on de la sequ 

cornet '^respondent auxquatrefam, e , ograpW e> sequence est entree dans la memo,re 

^^rdinateurpo-un^^^ 4 

-SSSS^^ — des 

oeuvre tres ^:J b - e °n standardise pour que la source auto . rad i og ra P bie. La 

d0it « 0 %1 cTrophoretiques soient flaWes es ra dioactives se a,, ^Vradiogrammes que 

migrations eiecu f electrophoreses ae= developpement ae « 

P3r T^.Cod«ottbIlit4 est de ngueur tant dans ^ 
aussI une partarte rep ^ p , us , e r6se (qui peuvent 

rurun 0n compo^ 

P3 n ' TsClX^t*' survenant ^'""^"^^tantes (par "^P**"*™ f ordinateurs. 
J££*S^ t^rn^— ' ces irreo^s du^- 1^ Jn^ demande donc du 
"oeil humain peut ^"^J'^ant a l'ana*se "manuelle des man , pllla tion 
La necessite d'un soin intensn q inco nvenients quant a la mar ^V 

le developpement de ^ ^ envisage la detection ^ marqt ees au 3Z P, 

les autres s'interessent a la 
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« reell des bandes radioact Ives auw"« ^ 

^dSect.on demission de^ «ng ^ un soul 

3 DE La A d 3 et 605 et "\ 0 8.0= „ , on ^ ^ de Sanger. ft 

tldioacti. automate ^ ^fi^.^ d *M^ qu. •* 

traverse entierement, suiva ^ dans rordre ^ fluor esc;ence 

J^aSsd^^ 

25 parallels, su ;^£ et de simplification ulte^ures . ft | a comparison des 

° , .ndWiduellement chaque tarn." d ADN issues ae fluorop hores, ce qui s 

d'idenW er ndW'O ^ de seperer des une sen e de qua sp eci1ique de chacun 

empechant ou ^e^ussan obligatoiremenmtil^,^ ^ dwrtreP^^. ^ 

'°"f 6 Vond s s.eme propose par J.M- ^ o e 0 p h ores lies aux quatr de s ^ enQa ge p overt 

* reS r-^*^- * P-StSC^'' ^ " " 

dd SeXns U un e rneme tube, un amoroeur d'eMectrop^se^ , os fluoroP ho«s ^ 

reaction peuvent «™ ^^"ddXTP des marquees ^^^ores utilises sont dans oeca^ ^ 
60 cependant, Ic Mart ^ 9 e , trts ^umineusest dans , es mo b>Mes 0 l6ment aritfe , ceci 
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^mADNpermettant darker 

4 ,a P,UP a oe de out autre acide nucleique et, en pa d . un adde nucleiq ue 

sequencage ae iu „«« ra tion de la sequence u<= 

tfacide nucleique. un cfede identification 

Aussi invention a pour uu, ._ m iii e s de chames 

„nnrtant essentiellement . fragmen ts a sequencer former de s famines 

c) une etape da manage P cha?nes marquees^ puis , 

jo= r-hatnes marquees et „ rtinnne en contmu ei ne ^ . maniere 

Le precede de Invention fonctionne ^ Beaton de ™ r ^ eu ^ d * au * dorses 

anterieur, tongue et ^ delicate ■ ^ de mass *? er ™J^ se Implication de « ^ s ang er cu de 

E " 0Utr6 ' tt^au^merentsr^leotKi ^ eSi e( en part , ou ,,er, 

^^un^— e^rltedanslartiCe ^^nuc^ 
utilisampa CeGhi ^identification de la sequ ..„„,,«,«, 



Ul ,.,bant par ewv- — 



ou petites molecules 



luees un oispus'v.. — 
, rs pistes comme dans 



tes , marquees par des i: 

C °une souTce de chaines de nuclei— 

stables, separation de ces ^™ s ™^*e* sortant des moyens 

D e facon avantageuse d , 6liminer les erreurs ^ lntwvenl , 

chromatography mcnopis ^ & , g , * d'une profane 

- — ,es 

" une e ape de detection en temp ^ * ftd6 identification de la 
' ™ S ° n comprint ess—ment : 

r tuS'des fragments 
. une etape de separation selon 



es a des standarc 



tfionisation des fragments puis 



la figure 1 represent 



ie detection 



par 



lescription qui •■ 



es oe^uenpageautomaf-d'ADN ae.cn 
sanation automate pour les,quenpage 



mhip d'une insiaimu"' • — 
2 « SCh " a ^ .esparuns.quenpaged'^selonn^c^^^ 

description qui va suivre se refere a 
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. > ,, we nroteine complexe. 
, tnut aoide nucleique (ARN par exemple ° u »^ wun gfeno med'ADN (etapea), 

radioaclifs generalement utilises < , Hn nnee dans le lableau 1. 

, 0 comp oses ^lq«s. g ^ ^ , eur abondarce na,ure,,e relative, 



Mopes naturels stables pour 
itrlnseque des composes nu< 



Du pi 



ns pour incorporer 



pe stable ou un isotope radloactlf s< 



■cules biologiques par des '^"^^JUtides and related 

„em,^. - 7Q and ^ 

compound, '^^ d 2n W c ;7 nter ° a , lon 0 a , conference on ^f.^^ Tpeuvent etre produites par vo,e 

r^s:^ in Fasl A,om 

dfle'rentes de celles de I'invention (voir par ^ ^ W5 V) , ^ „ 

Bombardment Mass Spe?^^ An» ■ -de d1sotopes nature* son donnes |bles utllls ables dans 

Des exemples de nucleotides marques des moye ns de marquage uu= 

Ces exemples ont uniquement — 



i m IMe marquage peut s'etendre a toutes les tormeS a d f e ™ s C an alogues 

II est aussi possible, selor, I « ^.^ ^ nud6otide des atomes (sous lorrn ^ d . 6terne nts ou de 
marquage comporte lavantage oe pu molecules. Ces marqueurs so "' 

qui ne sontpasnaturellement^esents^ alcalino-terreux ou halogeniques. 
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Chem 6 ^ P^ em ™ n ±, e extr |n S eques salon & ^ler. X represents un 

Des exemples de marquage exi < marquees extrmsequem 

rie leur abondance natures 
accompagnes ae ieui 

Tableau 2 



Isotopes 



Abondance relative W 



75,77 
24,23 



.invention, II est P°^ e ^^^m"^ 
5 reactions de sequencage, ces m 



iS nucleotides de 
intrinseques et/o 

,e types. 



« sianature. De plus, la de so i 



ie cond neu, P' u =""'- u „ l=w .._.. 

xemple suivant montre que trois 
e nucleotides differents : 



orpores au so" " 
rs marqueurs augrrn 



isotopiques stables 



: nucleotiae aim 
.nsiderablement 

itfflcation de 



13c seul 
13c + 170 
13c + 15n 
15s + 17o 



Nucleotide de type A 
Nucleotide de type G 
Nucleotide de type C 
Nucleotide de type T 



trinseques des nucleotide,- 

AinS i,,es rnarQ^f d f r «rssibir,tes multiples et variee. d'evolution que Jes manage 

ra So"sotopiques ou par fluor f ho ^ 'tfents rencontres avec ces dermers lors 

P— ^ n -r KJ^ ^ un. source . pour leur station par 

II en resulte que da n >te fona «P ftre exUalte s et prises 
,Aor,inoQ tPR Lines aes auuc 



tnsuu«s . — — ,._„i»rio Hp masse som umk*». — - 

signaux fournis par laspectrometne de mas sch6ma ,isee 
* depart. s . aU encage automate de I'ADN, conformemenU I .wen 

^installation pernnettant k*«« (es r6actions chimiques f s^^pUsentes sur la figure 2. 
sur la figure 2. La fragment at on d M*" ™ pendante dans le temps, ne s° n, ,P^, aide d . jsotop es stables 

-ses e-so'ut'on dans un tampon a un M^^^^e constant une 

^^^^^ de d,fferents types de tube -ctrop.oretl qU e = t 

P ^ff" e so, c Td'ions adaptees au coup age , tVP d , atom ,sat,on tels 

-IferjC^^ ns 1 so.ce > P-a 32 
° electromagnetiques 33re,iees aun gen^rateu rrrf J. g d , AQN ^.- «^ Vatomlsat^cn 

°v: ssr? p-- ^l^^rr'-rJ^^- ^ a - s ana,yse 

complete des molecules et in ui un SDec trometre de masse 38 qui peut 

C 3 " fa" e P s e sfo e n au nivea^ de i'optlque £n,que 6 s de I ord^ ^ 

des Pieces polaires 40 ^'^/^m est de selectionner el d.de. *er grace a . ^ ^ 
30 se^se^^^ « qui — » 

^SisC^es , P ,a P-nce du marqueur isotope, 



La detection pi 



., „.„„„„. 

I'obtention d'une sensibi Ite ™* ha1nes marquees, du tube o eia j optique d entree 

Le couplage en ligne d une s°" rc ^'° . d , un spec trometre de masse 38 equip Analytical 

36, de ses pieces polaires ■« S 123Q 1232 , intitule "On-line ^fP^oLembre 80. p. 2283-2289, 

Chemi tc, r c°phor e sis" ou dans I'art.cle Analytical spectro metr,c determination of trace 

Xle "inductively coupled argon plasma as an , ^ ^ ^ 

e ' emen,S " , ' lectrique issu du detecteur 42 as. ™.™^£,££$£S> des divers sous-ensembles 
unm^ord™^ unW de par , e 

detecteur 42 est mesure P^^^S'se une chaine d'ADN analysee dont la longu 

, ;S do^ obtenu r^^-^^^; 

La figure 3 represente le iyp ma rquee de n nucleotides ao marqu ees de n-4 et n-9 

nucleotides dont Tune des extremes se Te ^ ^ pour , es autres bases. ^ . n(J . que que 

° P3 L ^e s^i^de ,—le du system* * «^*^^%>N. se re feran< a ,a 

« nrocede est tout a fait adequat P^^^equencage d un ADN hypotnetique, en 



-e iltusti 



i sequencer 



le TGACTGCACGTA. / 



si. toutes le 



narquees d 



8 
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v r«s chaines resultant des 
, unT 1 so terminent par IMne des qu««™»X,^?E««*» pele-mele 



AAA 

ccc 

Chaque colonne repwsente un du 4tectrophor etique. 

respeotivernent par C etTtourn^ ^ ^ oxyg ^ e ou hyd g 



chaines, soit : 



.pectrometrede masse 38 (etape 14) perrr 



0 ndes marqueurspuisleur detection ion 



jis de deceler 



inns caracteristiques ae= "'"^--r-'irtpntajlr^familte suivant le type 

I'ADN soit ici GGAC, etc d , autres types d e molecules 

detail, H est ^. dent J U * e t a .'installation salon Invention . 

du fragment a tel ou tel e amines d'une proteine P er 

indique sa Wile. utMs6 po ur marquer certa ns de cgs acjdes amine s au sein de 

De plus, ce type de rnarqu g ^ ^ ^ nroU . ine , soit la pres 
detecter soit la proteine au sein u 
cette proteine. 



' d ' 1eC e dss c^reTd'ADN pri 
^cn"m^quantleurex.rernUe c L. 
, or dre des bases ou sequences 
L invention ayant ete decnto 

biologiques comple * es J^aut 
lelectrophorese a en ette t o 

r-ne technique separative ser 
.^o,Les>afin de determine 
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ANNEXE HI 



NH, 




25 




o-CJ 

N 

H 

CYTOSINE 



Revendications 



comportant e 



e etape de detection (14) en iemi» ■ . ^ _ _ 

le selon la revendication 1 , ^ er ^ Ti 0 n 0 , "S. »»S. 3 
ins on isotope choisiparmiD. u ^.^^ e - ™,n 
de selon la revendication u ■ 



i manage est realise de facon 



12 



E p 0 360 676 A1 



'rPrccW^'identifioationdalata.lledcs 

standards de tai.le, d . jonisati on des fragments pu,s une 

.uneetaped'atom.sationetdK.n 

spectrometriede masse. 
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JUDICATIONS DU MARQUAGE : 





FIG. 3 
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